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CHAPTER 10
SUMMARY AND DISCUSSION

fO
The group of compounds with vitamin K activity comprises a major plant form
(phyiloquinone, Ki) and several members of a series synthesized by bacteria
(menaqumones, Ka). Alt are involved in protein synthesis at the stage of
posttranslational modification, in which they participate as a coenzyme in the
gammacarboxylation of peptide-bound glutamate residues into gammacarboxy
glutamate (Gla). Within the Gla-containing proteins the Gla-restdues form Ca-binding
groups, and where their function is known, Gla is essential to their biological activity
(for instance in blood coagulation factors), whereas it is assumed to be essential in
Gla-proteins of unknown function. The importance of Gla-proteins for bone
development was demonstrated in animal studies using knock-out mice for
osteocalcin' and for matrix Gla-protein*, as well in rats'' and lambs*, in which
extrahepatic gammaglutamate carboxyiation was blocked by treatment with high
doses of warfarin combined with low doses of vitamin Ki.
Chapter 1 reviews our current knowledge on vitamin K. The classical definition of
vitamin K-deficiency is a decreased intake or impaired uptake of the vitamin leading
to an increased hemorrhagic tendency and spontanuous bleeding. In healthy adults
this severe form of deficiency is rarely seen, but occasionally it is found in non-
supplemented children durning the first five days of life. In approximately 1:5,000
cases this may lead to gastrointestinal and intracranial bleeding with high morbidity.
Subclinical vitamin K-deficiency has been defined as a state in which
undercarboxylated prothrombin (PIVKA II) is detectable in plasma. The rationale
behind this definition is that a reduced vitamin K supply will result in the production of
undercarboxylated species of Gla-proteins, which - if released into the blood stream -
can be assayed. Vitamin K-restricted diets were shown to induce PIVKA II in healthy
volunteers after 2 weeks*. Also during the hemorrhagic states associated with acute
hepatitis, liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma, PIVKA II may be found in
plasma; in these cases its presence is due to impaired liver function rather than to
low vitamin K intake® ^ . After the discovery of extrahepatic Gla-proteins, accumulating
evidence suggests that full carboxylation of these proteins requires higher vitamin K
intake than needed for clotting factor synthesis. A significant fraction (about 20%) of
circulating osteocalcin (bone Gla-protein) appeared to be undercarboxylated in the
majority of healthy adults, and an even higher fraction of undercarboxylated
osteocalcin (ucOC) was found in newboms® (prone to develop vitamin K-deficiency)
and in elderly subjects. Moreover, ucOC seem be inversely correlated with bone
mineral density, and elevated levels of ucOC appeared to be a strong risk factor for
hip fracture'. Since osteocalcin is the Gla-protein most sensitive to impaired vitamin
K-status, a modem definition for vitamin K-deficiency is a state in which incompletely
carboxylated osteocalcin is found in the circulation.
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In chapters 2 and 3 we describe experiments in the two existing animal models for
vitamin K-deficiency: rats fed a vitamin K-deficient diet, and rats treated with vitamin
K-antagonists (coumarins). In chapter 2 we demonstrate that both models are
different. In the nutritionally deficient animals the vitamin K epoxide (the metabolite
formed during one cycle of glutamate carboxylation) generated is efficiently re-used
500-1,000 fold by the action of the enzyme KO-reductase, whereas in the coumarin-
treated model KO-reductase is blocked. This explains why in the latter model at least
500 times more vitamin K is required to maintain normal hemostasis. A second
difference was that in the deficient model MK-9 had substantially higher bioactivity
than Ki and MK-4, whereas in the coumarin-treated model MK-9 had no measurable
effect One explanation for this phenomenon is that the intestinal absorption or
hepatic uptake of the highly lipophilic MK-9 is poor and does not reach the high levels
required to compensate for the blockade of KO-reductase. A second possibility is
related to the fact that in the nutritionally deficient animals the reduction of vitamin K
qulnone Into the active cofactor (K-hydroquinone) is accomplished by the membrane-
bound KO-reductase, whereas in the coumarin-treated model this function is taken
over by the cytosolic DT-diaphorase. In this model the bioactivity of the three K-
vitamers tested is strictly correlated to their water solubility: MK-4>Ki>MK-9, which
may just reflect their possibility to reach the reducing enzyme system.
In chapter 3 we have defined the minimal daily requirement of vitamin K (MDR) in
rats by measuring plasma prothrombin procoagulant activity at increasing intake of
vitamin K. Plateau levels for prothrombin activity were obtained at 0.3 mmol MK-4 per
day. Control rats received 1 mmol/day, whereas other groups received 20 mmol of
either MK-4 or Ki. Whereas prothrombin levels were similar in all groups, the urinary
Gla-excretion had increased significantly at high vitamin K intakes. This suggests a
higher vitamin K requirement for extrahepatic carboxylases. When comparing Gla-
excretion in vitamin K-deficient and in coumarin-treated animals we found that at
10% remaining prothrombin procoagulant activity, urinary Gla-excretion in the
deficient animals had only slightly changed from its pre-treatment value, whereas in
the coumarin-treated model Gla-excretion had decreased to 17% of the starting
values. An explanation for this apparent discrepancy is that prothrombin
procoagulant activity does not decrease proportional to the prothrombin Gla-content.
During vitamin K-deficiency a wide range of undercarboxylated coagulation factors
(e.g. prothrombin containing 0-9 Gla residues/molecule) are formed which have very
low procoagulant activity, but will produce free Gla upon degradation. During
coumarin treatment Gla-formation was essentially blocked, so that the anticoagulated
state was reached much faster, and virtually all vitamin K-dependent coagulation
factors were synthesized in their non-carboxylated form. In the latter case Gla-
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Chapter 10
proteins with long half-life times (e.g. those captured in bone tissue) will probably
form a major part of the urinary Gla-content
Chapters 4 and 5 must be regarded as the development of tools for human studies.
In chapter 4 we compare a number of markers for vitamin K-status in humans:
plasma descarboxyprothrombin (PIVKA II), serum undercarboxylated osteocalcin
(ucOC), and urinary Gla. Pregnant women and their newborn babies form risk groups
for developing vitamin K-deficiency. Part of the women was treated during the last 4
weeks of pregnancy with vitamin K ( 1 mg/day) Nevertheless, PIVKA II could not be
detected in any of the participating 44 women shortly before delivery nor in their
newborn babies (cord blood). On the other hand, ucOC was unusually high during
pregnancy, and in cord blood the level was even comparable to that In
anticoagulated subjects. Vitamin K treatment completely corrected the levels In the
mothers, and partly in the cord serum (due to the poor placental passage of vitamin
K). Also in a second group at risk of developing subclinical vitamin K-deficiency
(postmenopausal women) we found that a 4-week treatment with vitamin K
significantly decreased the circulating ucOC. In this group also urinary Gla-excretion
was measured, but this marker remained unchanged by vitamin K treatment. It is
concluded, therefore that among the used markers, the ratio between ucOC and total
osteocalcin is the most sensitive one for vitamin K-status. This conclusion is shared
by other researches in the field. A possible explanation for the quick response of
osteocalcin to low vitamin K status was given by Chu et al., who demonstrated that
the Ala™ in the propeptide of Gla-protein precursors is of major importance for their
affinity towards carboxylase. Osteocalcin is the only known Gla-protein lacking an
alanine at this position, and based on a comparable mutation in the propeptide of
factor IX the authors conclude that the resulting low affinity between osteocalcin
propeptide and carboxylase explains why osteocalcin is the first protein to experience
poor vitamin K status.
In chapter 5 we describe the development of the first automized test for serum
osteocalcin. This so-called coated beads assay may be implemented on fully
automated analyzers, which may reduce imprecision and increase the applicability of
osteocalcin as a marker for bone metabolism in the routine clinical setting. The test
performance was good as compared to a number of commercially available ELISA-
based biomarkers for bone metabolism. Unfortunately, this coated beads assay was
not taken in production by our industrial partner (Roche Diagnostics), because after
we completed our studies a merger between Roche and Boehringer Mannheim
changed their interest and strategy. Therefore, most of our clinical studies had to be
performed with standard ELISA-based techniques.
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Chapter 6 provides the problem statement underlying the human volunteer studies in
this thesis. Vitamin K is a cofactor in the synthesis of proteins regulating blood
coagulation and bone proteins. The bioavailability of vitamin K depends on a number
of factors including the type of food and food matrix, the dietary fat content, the type
of vitamin K, and the apoE genotype. Undercarboxylation of blood coagulation
factors is extremely rare in healthy adults, demonstrating that the hepatic vitamin K
supply is adequate. The undercarboxylated bone Gla protein osteocalcin is frequently
found in healthy subjects, with high levels in postmenopausal women. This strongly
suggests that bone (and possibly other extrahepatic tissues as well) receives
insufficient vitamin K to cover the amount required for full carboxylation of all Gla-
sites. Supplementation of elderly women with pharmacological doses of vitamin K
has shown markers for bone formation to increase and, occasionally, markers for
bone resorption to decrease'V We postulate the concept of tissue-defined vitamin K-
deficiency: subjects who have adequate levels of vitamin K intake to cover their
hepatic requirements, may be (subclincally) vitamin K-deficient with respect to bone
or other tissue. One group who may particularly be in need of vitamin K
supplementation are postmenopausal women. In this thesis we have tried to find
other groups at risk for developing poor vitamin K status: children in Romanian
children's homes, young female elite athletes, and astronauts during their stay in
space.
In chapter 7 we describe investigations among 127 institutionalized Romanian
children who are known to be prone of developing vitamin malnutrition. A first
screening for rickets was performed in January 1998 among children between 4 -48
months of age. At that time 46 cases of rickets were diagnosed. Using urinary Gla as
marker for vitamin K status, a subclinical vitamin K deficiency was assessed in this
group as well. Since both vitamin K and vitamin D deficiencies have comparable
seasonal fluctuations with highest incidence in the colder season, the remaining 81
children were followed during the rest of the winter. It turned out that during the
subsequent three months 13 subjects developed rickets, whereas in those without
biochemical signs of rickets in the control group, both serum vitamin D
concentrations and urinary Gla excretion decreased and reached the levels of rickets
children by the month of April. The vitamin deficiencies were independant of the
anthropometric indices at birth or at present, and neither on dietary protein or calory
intake. These data demonstrates the necessity of daily vitamin supplementation of
the children living in Romania's childrens homes. We also determined the
apolipoprotein E genotype in a sample of the Romanian population and in a number
of former vitamin K deficiency (VKDBN) and rickets patients. Apo E is known to be
involved in the plasma transport of vitamins K and D. No clear correlation with any
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apo E genotype was found, suggesting that the observed deficiencies were primarily
caused by low intake and not by a plasma transport-related factor.
In chapter 8 we have focussed on female elite athletes the strenuous exercise of
whom may result in hypoestrogenism and amenorrhoea. As a consequence low peak
bone mass and rapid bone loss are often seen in relatively young athletes. In this
relatively small intervention study we describe the effects of 1 month of vitamin K
supplementation in eight female athletes, four of whom had been amenormoeic for
more than one year, whereas the others had been using oral contraceptives. All
participants received vitamin K supplementation (10 mg/day), and various bone
markers were measured before and after treatment. At baseline the athletes not
using oral contraceptives were biochemically vitamin K-deficient as deduced from the
calcium binding capacity (i.e. Gla-content) of circulating osteocalcin. In all subjects
the use of vitamin K supplements was associated with an increased calcium-binding
capacity of osteocalcin. In the low-estrogen group vitamin K supplementation induced
a 15-20% increase of bone formation markers and a parallel 20-25 % decrease of
bone resorption markers. This shift is suggestive for an improved balance between
bone formation and resorption. The preliminary study reported here has formed the
basis for a ZON research grant, which has facilitated a 3-year clinical trial among 120
elite female athletes from Belgium, Germany and The Netherlands. The latter study,
in which also the rate of bone loss (DEXA) is recorded, is currently in progress and
will be completed in December 2001.
In chapter 9 we report about a unique experiment in the Russian space station MIR.
Rapid bone loss is a serious health problem for astronauts during long lasting
missions in space. We had the possibility to record the changes of biochemical
markers for bone metabolism in one of the astronauts during the 6-month space flight
of the EUROMIR-95 mission. Immediately after launch bone formation markers
decreased, and bone resorption markers increased. As a result, the excretion of
urinary calcium increased about two fold. After 12/4 weeks the astronaut received
vitamin Ki (10 mg/day for 6 weeks). Concomitant with the start of vitamin K
treatment, the Gla-content of the circulating osteocalcin increased, and so did the
urinary excretion of free Gla. This strongly suggests a subclinical vitamin K-deficiency
of the astronaut before vitamin K supplementation. During periods of high vitamin K
status, markers for bone formation were significantly higher than during the first part
of the flight. Parathryroid hormone (PTH, which was low during microgravity) and
markers for bone resorption (high during microgravity) remained unaffected by
vitamin K supplementation. The data suggest that increased vitamin K intake may
contribute in counteracting microgravity-induced bone loss, and we provide a greatly
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simplified design to prove this hypothesis in a larger number of astronauts using a
minimal amount of flight time.
In conclusion we have demonstrated in this thesis that subclincial vitamin K-
deficiency of other tissues than liver is common among the healthy population. This
may result in undercarboxylation of extrahepatic Gla-proteins such as osteocalcin
and matrix Gla-protein. Although their mechanism of action is not yet known
precisely, several of these proteins are involved in the regulation of calcium
deposition. Knock-out mice have demonstrated that extrahepatic proteins are
essential for normal bone formation (osteocalcin) and for preventing arteries and
other soft tissues from rapid calcification (MGP). Since both proteins mentioned have
been reported to occur in an undercarboxylated form in the majority of the population,
the nutritional vitamin K intake is too low to ensure proper carboxylation (and thus:
function) of these proteins. Since the mean vitamin K intake in the adutt population is
well above the present RDA value (1 pg/day/kg body weight), we recommend that
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CHAPTER 11
SAMENVATTING EN CONCLUSIES
.r-t
C/Htpterff
De groep van verbindingen met "Vitamine K-activiteit" bestaat vooral uit fytloquinon
(vitamine Ki), dat voorfcomt in groene planten (bladgroenten), en daamaast uit een
groep verwante verbindingen die gesynthetiseerd worden door bacterien
(menaquinonen, Vitamine K2). Alle K-vitamines zijn betrokken bij de synthese van
eiwitten op net niveau van de posttranslationele modificatie. De rol van vitamine K
daarbij is dat het fungeert als co-enzym in de gammacarboxylering van
glutaminezuur (Glu) residuen welke onderdeel zijn van de peptide-keten. Deze Glu-
residuen worden daarbij omgezet in gammacarboxyglutaminezuur (Gla). Gla-
residuen vormen calcium-bindende groepen in de Gla-bevattende eiwitten (kortweg
Gla-eiwitten genaamd). In alle gevallen waarin de functie van deze Gla-elwltten
bekend is, is de aanwezigheid van de Gla-residuen essentieel voor hun biologische
activrteit (bijvoorbeeld de procoagulante activiteit van een aantal stollingsfactoren).
Van sommige Gla-eiwitten is de precieze functie nog niet bekend. maar algemeen
wordt verondersteld dat ook in die gevallen Gla belanghjk is voor een correcte
functie. Het belang van Gla-eiwitten voor de ontwikkeling van bot werd aangetoond in
transgene ("knock-out") muizen welke deficient gemaakt waren voor ofwel
osteocalcine (bone Gla-protein) dan wel matrix Gla-prote'ine (MGP). Ook in ratten en
lammeren waarin alleen de Gla-vorming in de bot-eiwitten was geblokkeerd met
behulp van de vitamine K-antagonist warfarine werd een pathologische botvorming
vastgesteld.
Hoofdstuk 1 is een literatuuroverzicht waarin de huidige kennis van vitamine K wordt
samengevat. De klassieke definitie van vitamine K-deficientie is een verminderde
inname of een verstoorde opname van het vitamine leidend tot een vemoogde
bloedingsneiging, en spontane bloedingen. In gezonde volwassenen komt deze
emstige deficientie niet of uiterst zelden voor, maar een enkele keer wordt dit wel
gevonden bij pasgeborenen. Indien geen vitamine K gesupplementeerd wordt kan
dat in ongeveer 1 op de 5000 gevallen leiden tot gastrointestinale en intracraniale
bloedingen met een hoge morbiditeit. Subklinische vitamine K-deficientie wordt
gedefinieerd als een Staat waarin ondergecarboxyleerd protrombine (PIVKA II)
detecteerbaar is in plasma. Deze definitie is gebaseerd op de aanname dat een te
geringe toevoer van vitamine K naar de diverse weefsels zal leiden tot onvolledig
gecarboxyleerde vormen van de in die weefsels geproduceerde Gla-eiwitten, welke -
indien uitgescheiden in de bloedstroom - kunnen worden bepaald. In proefpersonen
is aangetoond dat een vitamine K-beperkt dieet binnen 2 weken leidt tot aantoonbare
concentraties PIVKA II in het bloed. Ook gedurende de verhoogde bloedingsneiging
welke geassocieerd is met acute hepatitis, lever cirrhose, en hepatocellulair
carcinoom, wordt vaak PIVKA II aangetoond in plasma; in deze gevallen wordt dat
veroorzaakt door een verstoorde leverfunctie, en niet door een te läge inname van
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Vitamine K. De eerste Gla-eiwitten die ontdekt werden behoorden allemaal tot de in
de lever gemaakte stollingsfactoren (hepatische Gla-eiwitten). Na de ontdekking dat
er ook extra-hepatische Gla-eiwitten bestaan, is in toenemende mate duidelijk
geworden dat voor volledige carboxylering van deze erwitten een hogere vitamine K-
inname vereist dan voor de stollingsfactoren. Een aanzienlijke fractie (ongeveer
20%) van het circulerend osteocalcine, bijvoorbeeld, is ondergecarboxyleerd in de
meeste gezonde vorwassenen, terwijl in pasgeborenen en ouderen deze fractie zetfs
nog aanzienlijk hoger was. De concentratie ondergecarboxyleerd osteocalcine
(ucOC) in serum was ook op inverse wijze gecorreleerd met botdichtheid, terwijl een
verhoogde serum Spiegel ucOC een sterke risicofactor is voor heupfracturen.
Aangezien osteocalcine het Gla-eiwit is dat het meest gevoelig is voor een läge
vitamine K-status, stellen wij voor om als nieuwe definitie voor vitamine K-deficientie
te hanteren een staat waarin onvolledig gecarboxyleerd osteocalcine gevonden
wordt in de circulate.
In de hoofdstukken 2 en 3 beschrijven we experimenter) in twee bestaande
proefdiermodellen voor vitamine K-deficientie: ratten gevoed met een vitamine K-
deficient dieet en ratten behandeld met vitamine K-antagonisten (coumarines). In
hoofdstuk 2 tonen we aan dat beide modeilen van elkaar verschillen. In de dieren op
vitamine K-deficient voedsel wordt het vitamine K epoxide dat ontstaat tijdens de
Glu-carboxylering, gemiddeld 500 tot 1000 maal hergebruikt door de activiteit van het
enzym KO-reductase, terwijl in coumarine-behandelde dieren KO-reductase
geblokkeerd is. Dit verklaart waarom in het laatste model ten minste 500 maal meer
vitamine K nodig is om een normale hemostase te garanderen. Een tweede verschil
was dat in het deficient-dieet model menaquinon-9 (MK-9) een aanzienlijk hogere
biologische activiteit had dan vitamine Ki of MK-4, terwijl in coumarine-behandelde
dieren MK-9 geen meetbaar effect vertoonde. Een verklaring voor dat fenomeen is
dat de intestinale absorptie of de opname door de lever van het zeer lipofiele MK-9
beperkt is, en niet de hoge waarden bereikt die nodig zijn om de blokkade van KO-
reductase te compenseren. Een tweede factor die een rol kan spelen is dat in het
deficient-dieet model de reductie van vitamine K quinon tot het hydroquinon (de
actieve co-factor) verloopt via het membraan-gebonden KO-reductase, terwijl in het
coumarine-behandelde model deze omzetting wordt overgenomen door het
cytologische enzym D-diaforese. In het laatste geval moet verwacht worden dat de
biologische activiteit van de drie geteste K-vitamines recht evenredig zijn met hun
oplosbaarheid in water (MK-4 > K, > MK-9), welke een afspiegeling is van de mate
waarin zij het reducerende enzymsysteem kunnen bereiken. Dit komt overeen met
onze bevindingen.
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In hoofdstuk 3 hebben we de minimale dagelijkse dosis (MDR) vttamine K
gedefinieerd die nodig is voor een optimale protrombine Synthese in ratten. Plateau-
waarden voor plasma protrombine werden verkregen boven 0.3 mmol vitamine K per
dag. Deze waarde werd gehanteerd als de MDR. In een volgend experiment
ontvingen ratten gedurende 3 weken een betrekkelijk läge dosis (1 mmol/dag > 3 x
MDR) of een hoge (20 mmol/dag = 60 x MDR) dosis van ofwel vitamine K, dan wel
MK-4. Terwijl de plasma-protrombine niveaus vergelijkbaar waren in alle groepen.
was de Gla-excretie via de urine significant verhoogd in de groepen met hoge
vitamine K-inname. Dit is een sterke aanwijzing voor een verhoogde vitamine K-
behoefte van extra-hepatische carboxylases Wanneer we de Gla-excretie van
deficient-dieet ratten vergelijken met die van coumahne-behandelde dieren zien we
dat in de eerste groep de urinaire Gla-excretie slechts weinig verschilt van de waarde
voor aanvang van de proef, terwijl in de coumarine-behandelde groep de Gla-
excretie gedaald was tot ongeveer 17% van de startwaarde. Een verklanng voor dlt
verschil is dat de procoagulante activiteit van protrombine (normaal 10 Gla-reslduen
per molecule) veel sterker dan evenredig daalt wanneer het aantal Gla-residuen per
molecule afneemt. Tijdens vitamine K-deficientie wordt een groot aantal soorten
protrombine (en andere stollingsfactoren) met 9, 8, 7, 6, tot 0 Gla-residuen per
molecule gevormd, die allen een zeer läge procoagulante activiteit hebben, maar die
wel een aanzienlijke bijdrage leveren aan de vrije Gla productie tijdens hun
degradatie. Tijdens coumarine behandeling is de vorming van Gla totaal
geblokkeerd, zodat de geantistolde Staat veel eerder bereikt wordt, en alle vitamine
K-afhankelijke stollingsfactoren in hun ongecarboxyleerde Staat (0 Gla-residuen per
molecule) gevormd worden. In het laatste geval zal degradatie van Gla-eiwitten met
lange biologische halfwaarde-tijden (bijvoorbeeld eiwitten die gevangen zitten in de
botmatrix) waarschijnlijk de belangrijkste bijdrage leveren aan de urinaire Gla-
excretie.
De hoofdstukken 4 en 5 moeten beschouwd worden als de ontwikkeling van
technieken voor studies in mensen. In hoofdstuk 4 vergelijken we een aantal
merkstoffen voor de vitamine K-status in mensen: plasma descarboxyprotrombine
(PIVKA II), serum ondergecarboxyleerd osteocalcine (ucOC) en het Gla-gehalte van
urine. Zwangere vrouwen en pasgeborenen vormen een risico-groep voor het
ontstaan van vitamine K-deficientie. Van een eerder beschreven groep 44 zwangere
vrouwen was een deel behandeld met extra vitamine K (10 mg/dag) gedurende de
laatste 4 weken van de zwangerschap. Kort voor de bevalling kon in geen van de
deelneemsters PIVKA II aangetoond worden. Ook bij de baby's bleef PIVKA II in het
navelstrengbloed in alle gevallen beneden de detectiegrens. Wel werd gevonden dat
in de onbehandelde zwangeren vlak vöör de bevalling het ucOC onverwacht hoog
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was. In het navelstreng bloed van hun baby's was net zetfs nog hoger net was
vergelijkbaar met het niveau in personen die langdurig worden geantistold. De
behandeling met vttamine K had het circulerend ucOC bij de moeders volledig
genormaliseerd, terwijl in hun baby's het ucOC sterk veriaagd was ten opzichte van
de onbehandelde groep. Het feit dat toch nog ucOC aantoonbaar was komt
waarschijnlijk door de siechte passage van Vitamine K door de placenta. In een
tweede groep met verhoogd risico op een subklinische Vitamine K-deficientie
(postmenopausale vrouwen) vonden we dat een 4-weekse behandeling met vitamine
K het circulerend ucOC significant veriaagde. In deze groep werd tevens de urinaire
Gla-excretie gemeten, maar deze merkstof was niet significant veranderd door de
behandeling met vitamine K. Op basis van deze gegevens hebben we daarom
geconcludeerd dat van de door ons geteste parameters, de verhouding tussen ucOC
en totaal osteocalcine de meest gevoelige maat is voor vitamine K-status. Deze
conclusie wordt op dit moment gedeekj door de meeste andere onderzoekers in het
vakgebied. Een mogelijke verklaring voor de gevoeligheid van osteocalcine voor een
läge vitamine K-status wordt gegeven door Chu en medewerkers, die aantoonden
dat het Ala"'" in net propeptide van precursory xan öte-awutta? »»TvStavSitsyijvsvtsntf
belang is voor hun affiniteit voor carboxylase. Osteocalcine is het enig bekende Gla-
eiwit dat geen alanine op deze positie heeft, en gebaseerd op een vergelijkbare
natuurlijke mutatie in het propeptide van stollingsfactor IX concluderen de auteurs dat
de te verwachten läge affiniteit tussen het osteocalcine propeptide en carboxylase
geheel verklaart waarom osteocalcine het eerste eiwit is dat het effect ondervindt van
een teruglopende vitamine K-status.
In hoofdstuk 5 beschrijven we de ontwikkeling van de eerste geautomatiseerde test
voor serum osteocalcine. Deze zogenaamde "coated beads" test kan toegepast
worden op volledig geautomatiseerde pipetteerstations, hetgeen de nauwkeurigheid
verbetert, en de toepasbaarheid van osteocalcine als merkstof voor botmetabolisme
in de routine sterk vergroot. Vergeleken met een aantal commerciele ELISA tests
waren de resultaten met onze nieuw ontwikkelde procedure zeer goed, maar helaas
werd de test niet in productie genomen door onze industriele sponsor omdat na een
fusie (Hoffmann-La Roche en Boehringer Mannheim) deze lijn niet meer tot het
interessegebied behoorde. Daarom zijn de meeste van de hieronder beschreven
klinische studies uitgevoerd met de commerciele standaard ELISA-techniek.
Hoofdstuk 6 beschrijft de probleemstelling voor de humane studies in dit
proefschrift. Vitamine K is een co-factor bij de synthese van eiwitten die een
belangrijke rol speien bij de regulatie van de bloedstolling en van de mineralisatie
van bot. De biologische beschikbaarheid van vitamine K hang af van een aantal
factoren zoals het soort voedsel dat gegeten wordt, de voedsel matrix, de
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hoeveelhetd vet van de maaltijd. het soort vitamine K (fytloquinon, menaquinon) dat
gegeten wordt. en het apoE genotype Aangezien ondercarboxylering van
stollingsfactoren buitengewoon zeldzaam is in gezonde volwassenen, nemen we aan
dat de vitamine K voorziening van de lever adequaat is. Ondergecarboxyleerd
osteocalcine (bot Gla-proteine) wordt echter waargenomen bij het overgrote deel van
alle volwassenen, met zeer hoge waarden in postmenopausale vrouwen. Dit
suggereert dat borten (en mogelijk ook andere extrahepatische weefsels)
onvoldoende vitamine K ontvangen om alle in dat weefsel geproduceerde Gla-
erwrtten volledig te carboxyleren Supplementatie van oudere vrouwen met
farmacologische doses vitamine K heeft laten zien dat de cart>oxyteringsgraad van
osteocalcine toeneemt, en dat andere merkstoffen voor botvorming in gunstige zin
beinvloed worden. Wij postuleren hier het concept van weefsel-gedefinieerde
vitamine K-deficientie: personen die voldoende vitamine K innemen om de behoefte
van de lever te dekken, kunnen (subklinisch) vitamine K-deficient zijn wat betraft bot
of ander weefsel. Een groep die met name extra vitamine K nodig zou kunnen
hebben wordt gevormd door postmenopausale vrouwen. Hieraan is en wordt reeds
door anderen uit onze groep en elders aandacht besteed. In dit proefschrift hebben
we getracht andere risico-groepen te vinden voor een siechte vitamine K-status:
kinderen in Roemeense kindertehuizen, jonge vrouwelijke atleten, en astronauten
tijdens hun verblijf in de ruimte.
In hoofdstuk 7 beschrijven we een onderzoek onder 127 geinstitutionaliseerde
Roemeense kinderen van 4 tot 48 maanden oud; hiervan is bekend dat ze vaak een
vitamine tekort ontwikkelen. Bij een eerste screening op rachitis (t.g.v. vitamine D-
tekort) in januari 1998 werden 46 gevallen van rachitis gediagnosticeerd. Op basis
van urinair Gla als merkstof werd in deze groep tevens een vitamine K-deficientie
geconstateerd. Vitamine K- en vitamine D-deficientie vertonen een vergelijkbaar
circadiaan patroon, met een hoogste incidentie in het koude seizoen. Daarom
werden de resterende 81 kinderen vervolgd gedurende de rest van de winter. Het
bleek dat in april nog eens 13 kinderen rachitis hadden ontwikkeld, terwijl in de
kinderen zonder aantoonbaar rachitis zowel de serum vitamine D concentrate als de
urinaire Gla-excretie gedaald waren tot een niveau vergelijkbaar met de rachitis
groep. De vitamine deficienties waren onafhankelijk van de antropometrische
gegevens bij geboorte of ten tijde van het onderzoek, en van de dagelijkse eiwit en
calorie inname. Deze gegevens tonen de noodzaak aan van vitamine suppletie bij
kinderen die leven in Roemenie's kindertehuizen. We hebben ook het
apolipoproteine E genotype bepaald van een representatieve groep uit de
Roemeense bevolking zowel als van een groep voormalig vitamine K-deficiente
kinderen en van de rachitis patienten. ApoE is betrokken bij het transport van de
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vitamines D en K in de bloedstroom. Er werd echter geen duidelijke correlatie
gevonden tussen het voorkomen van genoemde ziekten en het apoE genotype,
hetgeen suggereert dat de gevonden deficienties voomamelijk veroorzaakt werden
door een voedingstekort.
In hoofdstuk 8 hebben we ons gericht op vrouwelijke top-atleten, bij wie de zeer
zware trainingsinspanning kan resulteren in verminderde oestrogeenproductie en
menstruatiestoomissen. Als gevolg daarvan worden een läge piek-botmassa en snel
botverlies vaak gezien bij jonge atleten. In deze betrekkelijk kleine interventiestudie
onderzochten wij het effect van vitamine K suppletie (10 mg/dag) gedurende 1
maand bij acht vrouwelijke atleten waarvan er vier al langer dan 12 maanden niet
meer hadden gemenstrueerd, terwijl de andere vier orale voorbehoedmiddelen (met
als resultaat onttrekkingsbloedingen) gebatikten. Alle deelneemsters ontvingen
vitamine K, en diverse merkstoffen voor botstofwisseling werden gemeten voor en
aan het einde van de behandeling. Voor de behandeling waren de atletes die geen
orale voorbehoedmiddelen gebruikten subklinisch vitamine K-deficient (verhoogd
serum ucOC). In alle deelneemsters was behandeling met vitamine K geassocieerd
met een veriaging van het serum ucOC. In de groep niet-pilgebruiksters resulteerde
de behandeling met vitamine K in een 15-20% verhoging van de merkstoffen voor
botvorming, en in een 20-25% veriaging van de merkstoffen voor botresorptie. Deze
verschuiving suggereert een verbeterde balans tussen botvorming en botafbraak,
maar is op zichzelf te klein om harde conclusies aan te verbinden. De Studie diende
echter als pilot-onderzoek voor een 3-jarige door het Praeventiefonds / ZON
gesubsidieerde trial onder 120 vrouwelijke sporters uit Nederiand, Belgie en
Duitsland. Deze Studie, waarin ook de snelheid van botverlies (DEXA) wordt
gemeten, zal niet voor december 2001 voltooid zijn.
In hoofdstuk 9 beschrijven we een uniek experiment in het Russische ruimtestation
MIR. Snel botverlies is een groot gezondheidsprobleem voor ruimtevaarders tijdens
langdurige ruimtevluchten. Wij hadden de mogelijkheid om de veranderingen te
meten die optreden in de biochemische merkstoffen voor botstofwisseling in een van
de ruimtevaarders tijdens de 6 maanden durende vlucht van de EUROMIR-95
missie. Onmiddellijk na de lancering daalden de merkstoffen voor botvorming, terwijl
die voor botresorptie sterk toenamen. Dit is indicatief voor een veränderte botbalans,
met een netto verlies aan botmassa, en verklaart ook de waargenomen verdubbeling
van de calcium uitscheiding in de urine. Na 122 weken kreeg de astronaut een
vitamine K, supplement (10 mg/dag gedurende 6 weken). Direct na de start van de
vitamine K toediening zagen we een sterke verhoging van de carboxyleringsgraad
van het serum osteocalcine, en ook van de uitscheiding van vrij Gla in de urine.
Beide waarnemingen zijn indicatief voor een subklinische vitamine K-deficientie
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tijdens net eerste deel van de vlucht, en een verbetering van de vitamine K-status
tijdens da suppletie-periode. Tijdens en na de verhoogde inname van vitamine K
waren de merkstoffen voor botvorming duidelijk hoger dan tijdens het eerste deel van
de vlucht. Parathormoon (PTH) was laag tijdens da gehele periode van
gewichtlooshetd, terwijl ook da merkstoffen voor botresorptie onveranderd bleven
door toediening van vitamine K. Hoewel dit experiment slechts ward uitgevoerd bij
een astronaut, ondersteunen de verkregen gegevens de hypothese dat een
verhoogde vitamine K inname door astronauten kan bijdragen aan het probleem van
botverlies tijdens gewichtlooshekj Natuurlijk is het niet mogelijk om dit experiment te
herhalen als een placebo-gecontroleerde Studie bij een grote groep ruimtevaarders
tijdens een serie ruimtevluchten Daarom stellen we een gewijzlgd, stark
vereenvoudigd protocol voor waarmee deze hypothese getoetst kan worden onder
ruimtevaarders m.b.v. metingen voor en na da vlucht, zodat da tijdsbelasting tijdens
de vlucht minimaal zal zijn Op die wijze zou zonder noemenswaardige belasting een
prospectieve klinische trial kunnen worden opgezet onder bijvoorbeeld alle bewoners
van het International Space Station gedurende de körnende 2-3 jaar.
De conclusie van dit proefschrift is dat een subklinische vitamine K-deficientie van
andere weefsels dan de lever vöörkomt in grate delen van de gezonde, volwassen
bevolking. Dit kan resulteren in ondercarboxylering van extrahepatische Gla-eiwitten
zoals osteocalcine en matrix Gla-proteine. Ofschoon hun werkingsmechanisme nog
niet in alle gevallen op moleculair niveau bekend is, weten we dat verschillende van
deze eiwitten betrokken zijn bij de regulatie van calcium depositie. Knock-out muizen
hebben laten zien dat extrahepatische Gla-eiwitten van essentieel belang zijn voor
normale botvorming (osteocalcine, MGP), en ter voorkoming van snelle verkalking
van diverse zachte weefsels, zoals bloedvaten en kraakbeen (MGP). Aangezien van
beide genoemde eiwitten bekend is dat ze vöörkomen in een ondergecarboxyleerde
vorm bij het grootste deel van de bevolking, moeten we vaststellen dat de inname
van vitamine K via de voeding onvoldoende is om de adequate carboxylering (en
dus: de correcte functie) van deze eiwitten te verzekeren. De huidige aanbevolen
inname (RDA-waarcte,) voor wfam/ne K/s 1 /vg/dag/frg //chaamsgew/c/rt, en deze
waarde wordt over het algemeen ruimschoots bereikt via de normale voeding. Deze
waarde is echter vastgesteld aan de hand van de behoefte van de lever voor de
aanmaak van bloedstollingsfactoren. Kennelijk is de RDA-waarde onvoldoende voor
ten minste een aantal andere Organen, en wij bevelen daarom met klem aan dat die
waarde binnen körte tijd herzien wordt.
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